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ヒ ト細胞白血病 ウイ ル ス Ⅰ 塾(hu m a nT -C el1 1e uke mia vir u sty pe-Ⅰ. H T LV-Ⅰ)に よ っ て コ ー ド され る Ta x蛋白は 種 々 の
細胞遺伝子 の 発現 を転写 レ ベ ル で 誘導す る事が知 られ て い る . また , こ れ らの 発現誘導 を介 して 白血病 の 発症 に 関与す ると 考
え られて い る . Ta x 応答性遺伝子の うち で c-fo s, egPl, egr-2 に つ い ては , プ ロ モ ー タ ー 領域 中の C ArG bo x がそ の 作用を 仲
介 して い る . こ の C ArG bo x に ほ ser u m r espo n siv efa ctor(S R F) を 含む複数の 細胞因子 が結合す る が Ta x は直接結合 しな
い
.
Ta x が どの よう に して C ArG bo x を介 した 転写 を活性化す る か を 明らか に する 目的で S R Fと酵母 の 転写国子 G A L 4蛋
白の D N A結合領域 との 融合蛋白(G A L S R F)を 作成 して , Ta 又 との 相互作用を細胞内(in viv o) お よび 試験管内(in vitr o)で
解析 した . HeIa 細胞株に , Ta x お よび G AL SR F を発現す るプ ラ ス ミ ドと G A L 4蛋白結合配列 に よ っ て レ ポ q ク ー 遺伝子 の
発現が制御 され る プ ラ ス ミ ドを遺伝子導入す る こ と に よ り Ta x 蛋白が G A L S R F蛋白を介 して 転写を活性化す る事を見 い だ
した . G A LS RF 融合蛋白の S R F部分欠失変異体を 用 い て , Ta x に よ る活性化 に は C 末端部分(ア ミ ノ酸264番か ら508番) で
十分 で あ り , N 末端側に存在す る D N A結合 , 2量体形成お よび ter n ary c o mple xfa ctor(TCF)と の 結合 に関与す る ド メイ ン
を必要 と しない こ と が示 され た . また , それ ぞれ網状赤血球抽出液お よ び大腸菌を用 い て 作製 した S R F蛋白と Ta x蛋白と は
試験管内で 直接結合 し, そ の 場合 に も S R Fの C末端領域が関与 して い た . さ ら に , 転写活性化能を消失 した Ta xの 変異体が
S R F と強 い 転写活性化領域を有す る V P1 6と の 融合蛋白に よ り転写活性化能を 回復す る こ と が示 され た . こ の 結 果は細胞内
に お い て も Ta x と S R Fと が複合体を形成す る こ とを 示 唆す る . 以上 の 結果か ら , Ta xほ S R Fの C 末端部分 に 直接結合 し ,
C ArG bo x 依存性 に c-fos, egr-1, egr-2 遺伝子の 発現を誘導 して い る と考え られ る .
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ヒ ト細胞白血病 ウイ ル ス Ⅰ型 (hu m a nT-C ell le ukemia vir u s
ty pe
- 1 , H T L V-Ⅰ) ほ , ヒ トで 発見 された 最初の レ ト ロ ウ イ ル
ス で あるl 卜3). 成 人 丁 細胞性白 血病 (adult T c ell le ukemia,
A T L) 患者の 血清中に こ の ウイ ル ス に 対する特異的抗体 が検出
される こ と , 同白血 病細胞の 染色体 D N Aに ウイ ル ス D N Aの
組み込み が 単 ク ロ ー ン 性に 検 出され る こ と , さ らに 培養細胞 の
実験系に おい て こ の ウ イ ル ス が正 常 丁細胞を形質転換す る こ と
等か らそ の 発症の 直接的な原因と考え られて い る4).
H T L V-Ⅰ の 全塩基配列が解読 され , レ ト ロ ウイ ル ス に 共通 し
てみ られ る配列 gag, pOl, e n Vの ほ か に 約1.6k bの 特有 の 配列
px 領域を持 つ こ とが 明 らか に な っ た
5)
. 典型的な 動物発 が ん レ
ト ロ ウイ ル ス の 場合 , 細胞 遺伝子に 由来す る癌遺伝 子 を 持 つ
が , PX 領域 に 相同性 を示す細胞遺伝子ほ同定 され て い ない
5)
.
ま た , H T L V-Ⅰ の 細胞遺伝子 へ の 組 み込 み部位が患者に よ っ て
異な る事か ら町, 特定の 細胞遺伝子が ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に
よ っ て括性化 され る可能性 に つ い て は否定的である . 従 っ て ,
細胞 遺伝子に相同性を持た な い ウイ ル ス 性 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン
グ田子の 存在が推定 され た . そ の 後 , pX 僚域に コ ー ド され る
Ta x 蛋 白 が 培養細胞 の 実験系 に お い て ラ ッ ト 線 維芽細 胞
A bbre viatio ns :A T L, ad ult T- C ell le ukemia; bp,
p yr oc arbonate; D M E M, Dulbec co m odified Eagle
'
s
tetra a cetic acid; F C S, fetalc alfser u m; G M- CS F,
(Rat-1, r ate mbrio nal fibr oblast)を 形質転換す る事
T)8)
, ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 神 経線椎腫 を誘発す る 事 が 示 さ
れ
8)
, こ の 蛋白 が発が ん に 関与す る key 因子と 考え られ る よ う
に な っ た .
Ta xほ元来 , ウイ ル ス 遺伝子発現を転写 レ ベ ル で 活性化する
因子と して 同定 され た が
心
, そ の 後 さ らに 種 々 の サ イ ト カ イ ン
遺伝子[イ ン タ ー 一 口 イ キ ン 2(interle ukin2,IL 2), 額粒球 - マ ク
ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (gr a n ulocyte- m a Cr OPhage
c oIo ny,Stim ulating fa ctor, G M-C S F), イ ン タ ー ロ イ キ ン 3
(interle ukin 3,IL-3), tr a n Sfor ming gr o wth fa ctorβ(T G Fβ), 腫
瘍壊死因子(tu m or n e cr osingfa ctor a, T N Fa)], サ イ ト カ イ ン
受 容体遺伝子【イ ン タ ー ロ イ キ ン 2受 容体 α (Ⅰし2 r e c eptor α
s ubunit, IL-2 Rα)] お よ び 複数 の 細胞性初期遺伝 子群 (c-fo s,
fr a-1, C-ju n,ju n-D, egr-1, egr-2) の 発現を 誘導する事が 示 さ れ
た
頼0 ト 14)
. Ta x に よ る細胞遺伝子 の 発現誘導活性 と培養細胞の
実験系に おけ る形質転換能と が相関す る事か ら
15)
,
Ta x ほ 細胞
遺伝子の 発現誘導を介 して 白血病発症 に 関与す る と考え られ て
い る .
複数の Ta x 応答性遺伝子に つ い て , プ ロ モ ー タ ー 領域中に ,
bas epair; BS A, bo vin e s eru m albu min; D EP C, diethyl
m ediu m ; D T T, dithiothreitol; E D T A, ethyle n e
-dia min e-
gr anulo cyte- m a C r Ophage c olo ny
-Stim ulatingfactor;G ST,
Tax に よ る c-fos の 転写活性化機構の 解析
Ta x 応答性 を示 す ェ ソ ハ ソ サ ー 配列 が 同定 さ れ た . た と え ば
H T LV-I の ウイ ル ス エ ソ ハ ン サ ー の 場 合 に は lo ng te r min al




-Ra の 場合 に は n u cle arfa ctor K=B(N F-KB) 配列が
Tax に 応答す る一 柳 . しか しな が ら, これ ら の エ ソ ハ ン サ ー 配
列に 対 して Ta x の 直接的結合活性は検出され な い 事か ら , 細
胞性因子 が Ta x の 磯能 を 仲介す る と 考え ら れ て い る ･ ま た
Ta x と酵母 の D N A結合性転写国 子 G A L 4 との 融 合蛋白 が
G A L4 結合配列を介 して 転写を活性化す る事 , すな わ ち Tax
が転写活性化領域(転写の 基本装置 に 対 して 働き かけ る領域)
を有す る事が報告 され て い る
21)22)
.
Ta x が ェ ソ ハ ソ サ ー 配 列に
直接結合 しな い 事か ら , Ta x は細胞性転写因子 に 会合 し, 自分
自身の 持 つ 転写活性化領域を介 して 転写装置に 働きかける とい
う図式 が推定され た . 従 っ て , Tax の 磯能を仲介す る転写因子
の 同定 は Ta x転写活性化の 作用 機構 ひ い て は Ta x を介 した発
がん機構を解明する上 で最も重要な課題 の 1 つ で ある . しか し
なが ら, これ まで の と こ ろ そ の よ う な 因子 は報告 さ れ て い な
い
.
Ta xの 仲介困子を同定す る上 で , Ta xが他 の 蛋白の 発現を介
さず直接的に 転写を活性化す ると 考え られ る遺伝子を選択する
事は必須である . c-fo s を始め と した 細胞性初期遺伝子群は数
多く の Ta x 応答性遺伝 子 の 中で も こ の 条件を 満た す可能性が
最も高い 遺伝子群である . なぜ な ら ば, 第 1 に Tax を細胞内に
発現させ ると , ほ ぼ 同時期に これ ら遺伝子群の 発現 が誘導され
る事
13)
, 第2 に , こ れ らの 遺伝子 発現が新 た な蛋白合成 を 必 要
とせ ず, さ ま ざまな 刺激 に応 じて誘導 され る事がす で に 示 され
て い るか ら で ある23).
c-fo s遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 内に は 2つ の Ta x応答性 エ ソ ハ ン
サ ー が 藤 井 ら に よ っ て 同 定 さ れ て い る11). こ れ ら は Ⅴ一Sis
co ndit on ed m ediu m indu cible ele m e nt(SIE) お よ び seru m
re spo n s e ele m e nt(S R E) をそ れ ぞれ 含ん で い た . さ ら に S R E
の コ ア 配列で ある C ArG bo xが c-fo sの み な らず egr-1 お よび
egr-2 の Ta x 応 答性 エ ソ ハ ン サ ー と し て 故 能す る 事 が
Ale x a ndre ら に よ っ て 示 され て い る
14)24)
. そ の 場合 , Tax は
C ArG bo x に 直 接結合 せず , 細 胞 性転写国子 SRF (s er u m
r espo n sive fa ctor) が これ らすべ て に 結合す る .
S R F ほ増殖 シ グナ ル の 入 力前か ら恒常的に 核 に 局在する燐
酸化蛋白で ある25}. 増殖 シ グナ ル は S R Fの D N A結合活性お よ
び燐酸化状態に 変化 を与 えず , こ れ ま で の と こ ろ い か に して
SR F が増殖シ グ ナ ル に よ り活性化 され , 細胞性初期遺伝子群
の 発現を誘導する か ほ 明 らか で ほ な い25)
以上 の よ うな 結果を ふ ま え て , 本研 究で は 細胞性転写国子
S R F が Ta xに よ る細胞性初期遺伝 子 の 発現誘導を仲介する転
写因 子 と して機能 し得る か , さ ら に Ta x に よ る S R Fの 活性化
の メ カ ニ ズ ム に つ い て 検討 した 結果に つ い て 報告する .
対象お よび方法
Ⅰ . 試 薬 類
試薬類で とくに 会社名の 記載 の 無 い も の は い ずれ も和光純薬
(大阪)の 製品を用い た .
gulutathio n-S-tr a n Sferase; H BS, H E P E S-buffered sal ine;
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[ . 使用細胞
ヒ ト 子宮頸癌由来 Hela 細胞 を1 0% 牛胎児血清(fetalc alf
s er u m, F C S)(Hyclon e, Uta,h, U S A) 加ダ ル べ ッ コ 変法イ
ー グル
培地(Dulbe c c o m odified Ea,gle
'
s m ediu m, D M E M) (日 水 , 東
京) に て 37 ℃, 5% C O
2下 に て 培養 した .
Ⅲ . レポ ー タ ー プラス ミ ドの構築
レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド pB C A T, pG lOB C A T, PL 8B C A T,
C ArG C A T はい ずれ も金沢大学癌研究所 ウ イ ル ス 部の 藤井雅
寛博士 か ら分与を う けた . レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド pBCAT は ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (chlor a mp-
he nic olac etyltra n sfera se, C A T) 遺伝子 の 上 流に ア デ ノ ウイ ル
ス の Elb遺伝子 の T A T A bo xを 挿入 され た プ ラ ス ミ ドで , こ
の C AT 遺伝子の 転写がそ の 上流 の D NA 配列を介 して 括性化
され ると こ の プ ラ ス ミ ドを遺伝子導入 さ れ た細胞内で C A T蛋
白が発現さ れ蓄積 し, 後述する C A Tア ッ セ イ で そ の 転写活性
を定量す る こ とが でき る . その 転写活性は C AT 遺伝 子上 流の
エ ソ ハ ソ サ ー 配列と そ こ に 結合する転写活性化因子 と 転写基本
因子お よ びそ れ らの 転写活性化能に 依存する . レ ポ ー タ ー プ ラ
ス ミ ド pG lOB C A T はpB C A Tの T A T A bo x上流に G A L4蛋
白の 結合す る17塩基対を10 回繰 り返 した D N A配列を G A L 4蛋
白依存性の エ ソ ノ ､ ソ サ ー と して挿入 し作製 され た . レ ポ ー タ ー
プ ラ ス ミ ド pL 8 B C A T は Le x蛋白の 結合す る18塩基対を 8 回
線 り返 し Le x 蛋白依存性 の エ ソ ハ ソ サ ー と して pBC A Tの
T A T A bo x 上 流に 挿入 した . レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド C ArG C-
A Tほ Erb遺伝子 の T A T A bo x の か わ りに 単純 ヘ ル ペ ス ウイ
ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー を使用 しそ の 上
流 に C ArG bo x の D N A配列 C A C A G G A T GT C C A T A T TT
A G G A C A T C T G C G T を挿入 した .
Ⅳ . エ フ ェ クタ ー プラ ス ミ ドの 構築
プ ラ ス ミ ド pS G 5(東洋軌 大阪) は ウイ ル ス S V 40の プ ロ
モ ー タ ー の 支配下に そ の 下流に ある遺伝子を真核細胞内で発現
させ る2
7)
. こ の プ ラ ス ミ ドを ベ ク タ ー と して 下記 の エ フ ェ ク
タ ー プ ラ ス ミ ドを作製 した .
l . GA L 4蛋白 D N A結合領域と S R Fの 欠失変異体の 融合
蛋白発現プ ラ ス ミ ド
G A L4蛋白 の ア ミ ノ 酸の 1番か ら147番に 存在す る D N A結
合領域を発現する プ ラ ス ミ ド G A L(1-147)お よ び S RF を発現
する プ ラ ス ミ ド pS G S R Fほ 金沢大学癌研究所 ウイ ル ス 部藤井
雅寛博士 か ら分与を うけた . pS G S RF か ら制限酵素 に て S R F
の ア ミ ノ 酸10番か らC末端, 10番か ら264番 , 2 66番か らC 末端
を コ ー ドする遺伝子 を切断し , G A L 4(1-147) の D N A結合領
域 を コ ー ドす る 遺伝子の 3
'
側に 読み と り 枠 を あ わ せ て 挿
入 し た
28)[G A L S RF(10-508), G A L S R F (10-264), G A L S RF
(266-508)1.
2 . Le x 蛋白 D N A結合領域 と S R Fの 欠 失変異体 と
V P 16蛋白転写活性化領域と の 融合蛋白発現プ ラ ス ミ ド
Le x蛋白の D N A結合領域を発現する プ ラ ス ミ ド Le xおよ び
同蛋白 D N A結合領域と V P1 6蛋白 の ア ミ ノ 酸の 41 3番 か ら
490番 に 存在す る転写活性化領域 を 発現す る プ ラ ス ミ ド
Le xV P は金沢大学痛研究所ウイ ル ス 部藤井雅寛博 士 か ら 分与
H T L V-Ⅰ, hu man T-Ce11 1euke mia vir usty pe
一Ⅰ;IL-2,
interleukin 2;Ⅰし2 Rα, interle ukin 2 re ceptora s ubu nit;Ⅰし3,interleukin 3;IP T G, isoprop yトβ
- D-thiogalactop y-
ra n oside ; L T R, lo ng ter min al repe at; PB S, phosphate buffered salin e; P A G E･ pOlyacryla mid
e gel; S DS･
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を受けた . Lex の D N A結合領域の C末端側に S R F蛋白 ア ミ
ノ 酸264番か ら508番を コ ー ドする遺伝子 を読み と り枠を あわ せ
て 挿入 し Le xS R F(264q508)を作製 した . Le xVP の Le x 蛋白
D N A結合領域遺伝子 と V P1 6転写活性化領域遺伝子の 間 に
S R Fの ア ミ ノ酸266着か ら亜4番を コ ー ドす る遺伝子 を読み と
り枠を あわ せ て 挿入 し Le xS R F(266-484)V Pを作製 した .
3 . Ta x 発現プ ラ ス ミ ドお よ び G A L 4蛋白 D NA 結合領域
と Ta x 欠失変異体と の 結合蛋白発現 プ ラ ス ミ ド
Tax 蛋白の 発現 プ ラ ス ミ ド pS G Ta x. Ta x蛋白の 欠失変異体
発現プ ラ ス ミ ド pS G Ta xM お よび GAL4 蛋白 D N A結合領域
と Ta x蛋 軋 Ta x 蛋 白C末端欠失変異体と の 融合蛋白発現 プ
ラ ス ミ ド [G A L Ta x (2-353), G A L Ta x (2-337), G A L Ta x
(2-32), G A L Tax (2-317), G A L Ta x(2-312), G A L Ta x(2-285)]
は 金沢大学癌研究所ウ イ ル ス 部土 屋晴夫博士 よ り 分与 を受け
た .
4 . G A L 4蛋白 D N A結合領域 と Ta x 欠失変異体 と V P 16
転写括性化領域と の 融合蛋白発現プ ラ ス ミ ド
G A L 4蛋白 D N A結合領域 と Ta x C 末 端欠失変異体 と
V P1 6蛋白転写活性化領域 と の 融合蛋白発現 プ ラ ス ミ ド
【G A L Ta x(2-322) V P, G A L Tax(2-31 2) V P, G ALTax (2-285)
V P]も癌研究所 ウイ ル ス 部土星博士 よ り分与を受けた .
Ⅴ . 遺伝子導入
C A Tア ッ セ イ に 使用す る Hela 細胞 は約 5.0×105 個/mlの
濃度 で10% F C S加 D M E M 4ml にて37 ℃24時間培養後 , 麟酸
カ ル シ ウ ム法 に て 遺伝子 導入 を行 っ た . レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
毎g と エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド 0.5 - 3. 恥g を0.26 M塩化カ ル
シ ウ ム 276pl に 混 合 し , そ の 混 合液 を 2×H E P E S-bufferd
S alin e(2× H B S) [NaC1 280mM , H E P E S緩 衝 液 pH 7. 9
50m M, NaH P O42.8m M]288FLlに 混合 し室温に て2 0分静置 した
後 , HeLa 細胞 に 加 え 6時間培養 した . そ の 後 1 0m M 燐 酸緩衝
生 理食塩 水 (pho sphate buffer ed s alin e, P B S)4ml で 洗 浄 し
10% F C S加 D M E M 4ml で37 ℃に て48時間培養 した .
Ⅵ . C A T7 ッ セ イ
遺伝子導入 し培養後の 細胞 を P B Sに て 洗 浄 し , Tris NaCI
E D T A(T N E) 【Tris-H CIpH 8.0 40m M, NaCl 150m M ,
ethle n e-dia min e-tetr a a C etic a cid(E D T A)1m M]1m M に て回
収 , 10,00rpm lO秒遠心 し沈殿 に 0.25m M Tris-HClpH 8,0 を
1 00J`l 加え , 超音波 ホ モ ジナ イ ザ ー M O D E L U R-20 P(ト ミ ー 精
工 , 東京) に て 最大出力で 8秒間処理 し細胞 を破壊 , 10,00
rpm l O分速心 後 , 上 帝 50FLl に 1M Tris-H ClpH 7. 5 70FLl,
4mg/ml ア セ チ ル CoA (ac etyl c oe nzym e A) (Sigm a, St.
Lo uis, U S A)20pl,
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C-ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ p ル (D-thr e o-【dichト
Or OS C ety1 1一
一4c】 chlor amphe nic ol) (ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東
京)0.5れ 蒸留水 0.95〟1 を加え37 ℃12 0分イ ン キ エ ペ ー 卜 し
た ･ そ して , 酢酸 エ チ ル (半井, 京都)50恥1 を加え激 しく混和
し 10,000rpm l 分 間遠心 , 上 層 を 回 収 し乾燥後酢酸 エ チ ル
15pl に溶解し, シ リ カ ゲ ル 薄層プ レ ー ト(メ ル ク , Darm stadt,
ドイ ツ)に ス ポ ッ ト後 ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル 19: 1混合液
を溶媒と して 展開 した . プ レ ー トを乾煉後 ア セ チ ル 化 された ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル とア セ チ ル 化され て い ない ク ロ ラ ム フ ェ こ
粂
コ ー ル の それ ぞれ の ス ポ ッ ト の 放 射活性 を イ メ ー ジ ア ナ ラ イ
ザ ー (フ ジ フ ィ ル ム , 東京) で カ ウ ン ト した .
Ⅶ . グ ル タ チ オ ン S ト ラン ス 7 エ ラ ー ゼ (gulut&thio n-
S -tra n Sfe r a s e, GS T) 融合葉白の発現および精製
プ ラ ス ミ ド pG E X-2 T ほ is oprophyl-B-D-thiogala ctop yran o s-
ide(IP T G)の 存在下で GST を大腸菌内に 大量 に 産生 できる29) .
こ の プ ラ ス ミ ド の G S T遺伝子の 直後 の ポ リ リ ン カ ー 部 に
Ta x遺伝子 と ア デ ノ ウイ ル ス の EIA遺伝子を挿入 し大腸菌 に
導入 し G S T-Tax 融合蛋白 と G S T-EIA融 合蛋白を発現 させ
た ･ こ の 大腸菌を 2× Y T培地 (トリ プ ト ン 1 6g, NaCl 1 5g, 酵
母 エ キ ス 10g, ア ン ピ シ リ ン 50m g/l, pH 7.6)400mlに3 7 ℃で
培養 し O D850が1.0 に達 した 段階 で IP TG を最終濃度0.1mM と
なる ように 加 え さ らに20時間25 ℃に て 培養 し , 6,0 0rpm に て
遠心 し集菌 した . 菌体を P B Sに て 洗浄 , 遠心 後1 % Trito nX
P B Sに 懸濁後超音波ホ モ ジ ナ イ ザ 一 に て 1 分 × 5 回 処理 し細
胞 を破壊 し1 5,000rpm 5分遠心 し上 清を 回収 した . こ の 上 清を
グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス (Phar m acia, Up ps ala, Sw ede n)と 4
℃ に て20分ゆ っ く り振倒混和 し1% Trito nX P B Sに て洗浄 ,
遠心 した . こ の グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス に ェ リ ュ ー シ ョ ン
バ
ッ フ ァ 【Tris- H ClpH 9. 6 50m M グ ル タ チ オ ン (Sigm a)
5m M]5ml を加え よ く 混和後 3,000rpm に て 遠 心 し上 清 を 回
収 , 透析液(1 00mM 燐酸水素 ナ ト リ ウ ム pH7.8)4.51に て1 2時
間透析 した .
Ⅷ . 箔S 棲識蛋白の合成
前述 した プ ラ ス ミ ド pS G 5は 試験管内で ほ T 7 プロ モ ー タ ー
の 支配下 に そ の 下流 の 遺伝子を T 7 R N Aポリ メ ラ ー ゼ に よ り
転写でき る . S R F, S R F(1 0-317), R B, G A L V P遺伝子を挿入 し
た pS G 5 2pgと 5 × 転写バ ッ フ ァ (200m M Tris-H ClpH 7.5,
30m M MgC12, 1 0m M spermi din e, 50m M NaCl) (Pr o m ega,
W is c o n sin , U S A)20FLl, 0.75M D T T(Pr o m ega)1.3FLl, 2.5m M
N T P(Pr o m ega)20pl, T 7 R N A ポリ メ ラ ー ゼ (Pr o m ega)2pl,
R Nasin(Prom ega)1FLl, diethylpyr o c arbo n ate(D E P C) 処理蒸
留水 55plを 加え37 ℃ 1時間反応後 D Nas e(Pr o m ega)1pl を加
え37 ℃1 5分処理 し エ タ ノ ー ル 沈殿 した . 遠心 後乾燥 し た R N A
を 50pl の D E P C処理 蒸留水に 溶解 した . 溶解 した R N A 2. 3
FLlに う さ ぎの 網状赤 血 球抽出液[r etic ulo cyte lys ate(Pro m e-
ga)]32FLl,1mM ア ミ ノ 酸混合液 (Pr o m ega)3FLl, 35S-メ チ オ ニ ン
(ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン) 3pl, R Nasin l .5pl, D E P C処 理 蒸留水
3.2函 を加 え30 ℃に て 1 時間反応 した .
Ⅸ . G S T融合蛋白 と標識蛋白 の結合実験
グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 10/上l を 50FLM ZnCl21% Trito nX
P B Sに て 3匝!洗浄後 G ST 融合蛋白 2pg と 50pM ZnC12 1 %
Trito nX P B S lOp を 加え 4 ℃ 1時間混和, 50pM ZnCl2P B Sに
て 3 回洗浄後結合バ ッ フ ァ [H E P SpH 7.9 20m M , グリ セ ロ ー
ル (半井化学 , 京 都)20 %, dithiothr eitol(D T T) 2m M , ZnCl2
50pM, bovine s er u m albu min(B S A) (Boehringer, M a n nheim ,
ドイ ツ), K C1 30m M] に て 1 回洗浄 し, 3,000rpm 1 5秒遠 心 上滞
を除き結合バ ッ フ ァ 15〟1 と標識蛋白 紬1 を加え 4 ℃に て 1 時
間ゆ っ く り転倒混和 した . そ の 後 ,▲洗浄バ ッ フ ァ (H E P E SpH
7･ 9 20m M , グ リ セ ロ ー ル 2 0% , D T T 2m M, ZnCl2 50FLM,
SOdiu m dodecylsufate; SIE, V-Sis co nditioned m edium in du cible factor; S R E, S eru m reSpOnSe ele m ent; S RF,
S er um r e SpO nSiv efa ctor; T C F, tern aJy CO mple xfactor; T G Fβ, tr an Sfor ming gr o wth factorβ; T N E, Tris
NaCI E D T A;T N Fα, tu m Or n e CrO Sing fa ctor α
Ta x に よ る c-fo sの 転写活性化機構の 解析 127
N P40 1 %, K Cl 130m M)200FLlに て 3 回 ゆ っ く り転倒混和 して 洗
浄し 3,000rpm 15秒遠心 し上清 を除きサ ン プ ル バ ッ フ ァ 【62.5
m M Tris- H Cl(pH 6.8), 2% ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m
dodecyls ulfate,S D S), 5 % 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル . 10% グ リ セ
ロ
ー ル , 0.1% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 】1 5J上1を 加え 2分煮沸 し
た . 煮沸後 15,000rpm l分遠心 し上 清を 8% S D S- ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ドゲ ル (polya crylamide gel, P A G E)に の せ約 100 Vで 電
気泳動 し乾燥 させ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー に て バ ン ドを 画像に し
た .
成 績
Ⅰ . Ta x 蛋 白は S R Fを介 L て転写を活性化する
c-fo s, egr-1 お よび egr-2 遺伝子 は 5
'
上流領域 に 存在す る
C ArG bo x に よ っ て Ta x依存性 に 活性化 され る14)24). Ta xほ こ
の 配列に 直接結合 しな い こ とか ら , C ArG bo x結合因子の 転写
活性化能に 作用 して い ると 考え られ る . そ こ で S R F と転写因
子 G A L 4の D N A結合領 域 G A L(ト47) と の 融 合 蛋 白
G A L S R F(10-508) を作製 し Ta x と の 相互 作用 を 調べ た . も し
Ta x が S R Fの 転写活性化能を増強す る こ とが , C ArG bo xを
介 した 転写の 活性化の 原因で あれ ば , こ の 融合蛋白存在下で
G A L 4結合配列依存性に 転写 が活性化 され る事が 期待さ れ る .
レ ポ ー タ ー と して ▲ C A T遺伝子上流 に ア デ ノ ウ イ ル ス Elb遺
伝子上流に ア デ ノ ウ イ ル ス Elb遺伝子 の T A T A bo x お よ び
G A L4 の D NA 結合配列を組み込 ん だ プ ラ ス ミ ド pGlO B C A-
T を使用 した . リ ポ ー タ ー , Ta x発現 プ ラ ス ミ ドを 融合発現 プ
ラ ス ミ ドと もに 燐酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ り Hela 細胞に 一 過 性に
遺伝子 導入 し, G A L 4結合配列依存性 の 転写活性化能 を C A T
の 酵素活性を指標 と して 測定 した . G A L 4の D N A結合領域
G A L 4(1-147), GA L S R F(10-508) あるい ほ Ta x を単独で 発現
させた 場合 , GA L 4鮭合配列を介 した 転写の 活性化は ほ と ん ど
観察され な か っ た( 図1). しか しな が ら, G A L S R F(10r508)を
Tax を共に 発現さ せ る と C A T遺伝子発現の 著明な増強が観察
された . こ の 転写活性化は G A L4蛋白結合配列を持 た な い リ
ポ ー タ ー を 用 い た 場合 に は 観察 さ れ な い . ま▲た Ta x と 共 に
G A L(1-147) あるい は S R Fを 発現 した場合 に おい て も観察 さ
れ な い 事か ら , 融合蛋白 の S R F部分 を介 した , G A L 4結合配
列に 依存 した 現象と考 え られ た . さ ら に , C ArG bo xに 対する
転写活性化能を失 っ た Ta x 変異体(Ta xM) でほ こ の よ うな 転
E†Ie c le r G A L4
S王te s
Ta xl C A Tco n v e r sio n(%)
1? 2P
G A L4 薗 +
0.1
+ 0.2





GA L S R Fq l +
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+ 穿 柳 拷瑳貿搾朔 1 8 ｣
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Fig.1. Ta x a ctiv a.te str a n scriptio n a.1 a ctiv atio nfu n ctio n of
G A しS R Fhybrid protein . Pla s mids pG lO B C A Twith
G A L 4 binding sites orpBCA T witho ut G A L 4 bind ng
Site s w a str a n sfe cted into Hela c ellstogether with effe ctor
pla.s mids [G A L(ト1 47). S R F, G A L S R F(10-508), Ta x,
TaxM]. C A Ta ctivity(per c e nt c o n v e rsio n)ar epre s e nted.
写活性化ほみ られず , C ArG bo xを 介 した転写活性化に意義あ
る現象で ある事が示 唆され た .
Ⅲ ･ Ta x 蛋白に よる S RF の C末端領域を介 L た転写活性化
こ れ ま で の 研 究か ら , S R F がホ モ 2 量体 と し て egr-1,
egr-2 お よび c-fo sの C ArG bo x に 結合す る事が 示 され て い
る
26)30)
･ また cJo sの 場合 , S R F2量体が さ らに 転写因子 p62
ter n ary c o mplex fa cter(T C F) と 3量体(Tern ary c o mple x)を
形成 Lて c-fo sの C ArG bo x に 結合する事が知 られ て い る31).
こ の 場% , C ArG bo x に 隣接 した c-fos独自の 配列が 三 重体形
成に 関与 して い る3 ‖. これ らの 最小機能領域と して , S R Fの ア
ミ ノ 酸133番か ら222番の 部分に D N A結合領域が30) , 168番か ら
222番の 部分に ホ モ ダイ マ ー 形成領域が抑 , さ らに93番か ら222
番の 部分 に 三 量体形成に 関与す る餞域 が同 定され て い る32). そ
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Fig. 2. T he C-ter minal halfof S R Fm ediate sthe a ctiv atio n
by Ta x. Up per s che m e sho w sthe do m ain of S RF for
D N A bindng a nd p62 T C F inter a ctio n. Plasmi dpG lOBL
C A Tw astr a n sfe cted into Hela c ells together with
effe ctorpla s mids e xpr essing G A LLS R F【G A L S RF(1 0-508),
G AL S RF(10-264), G A L SRF(266-508)】a nd Tax . The CAT





E †fe ctor Le xA sit e bo x
●■ く0.1 1 2.6 3.1
G A L Tax(2 竜5 3) 75.3 4 7.4 21.8
G A L Tax(2J 37) 77.5 5 2.6 2 1.7
G A L Ta x(2･322) 0.3 13.1 5.1
G A LTa x(2竜17) N D 13.3
N D
G A L Ta x(2-31 2) く0.1 8.5 N D
G A L Ta x匪285) く0.1 8.2 1.8
G AL Ta x(2-322)V P 95.0 71.8 17.9
G A L Ta x(2･312)V P 92.4 7 9.5 N D
G A L Tax(2-285)VP g 5.5 10.3 1.3
Fig .3. T he Ta xdo m ain r espo n sible forthe a ctiv atio nfor
S R Fof C ArG bo x▲ Reporterpla smi ds u s ed w er epGlO B-
C A T for G A L 4site, pL 8 C A Ta nd Le xS R F for S R F,
CArG CAT for CArG box. Reporter pla s mids w e re
tr an sfected with plasmids e xpr essing s erie s of G A L Ta x
deletio n m uta nts. T he C A Ta ctivity(pe rc e nt c o n v ersio n)
ar epr e s e nted.
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こ で 同定され た 依能領域 を含 む N 末端側(ア ミ ノ 酸1 0番 か ら
264番) と含 まな い C末端側(ア ミ ノ 酸266番か ら508番) の そ れ
ぞれ に つ い て G A L 4融合蛋白を作製 し, い ずれ の 部 分 を 介 し
て Ta x蛋白が転写を活性化するか を検討 した . (図2)N末端領
域 の み を有する GA L S R F(1 0-264)は Ta xに 対す る応答性 を消
失 した . 一 方 , e 末端領域の み を 有する G A L S R F(266-508)の
場合 , 単独で G A L 4結合配列を介 して転写を活性化す る と 共
に , G A L S R F(10-508) と同様 Ta x に よ っ て そ の 活性 が増強 さ
れ た , 従 っ て , Tax は S R Fの C末端領域(ア ミ ノ 酸266番か ら
508番) を介 して 転写を活性化す ると 考えられ る.
Ⅲ . S R F活性化に関与す る T8 Ⅹ 蛋白の機能領域
次に , S R F活性化 に 関与する Ta x側 の ドメ イ ン 解析を 試み
た . Fujii等は Ta xと G A L 4の D N A結合領域と の 融合蛋白を
作製 し , Ta x が 転写活性化領域(GALTax の G A L4 結合配列
に 対する転写惰性化能 , すな わ ち転写の 基本装置に 対 して働き
かけ る能力を持 つ と考え られ て い る領域) を有する事 , さ ら に
こ の 活性が H T L V-Ⅰ ウイ ル ス エ ソ ハ ン サ ー (21塩基対) の 活性
化 に 関与 して い る 事 を 示 唆 した22) . こ の 活性 の S R F お よ び
C ArG bo x 活性化 に お ける 意義を合 わ せ て 検 討す る た め に ,
種 々 の G A L Ta x 変異体 を 用 い て 実験 を行 っ た . そ の た め
S R Fの 方は 大腸菌 の D N A結合蛋白 Le xA との 融合蛋白 と し
て , Le xA 結合配列を介 した 転写活性化能と して検討 した . (図
Fig.4. in vitr o binding a ctivity of Ta x with S R F. T he
glutathio n-Sepha ro se binding with G S T fu sio nprotein w as
in c ubated with isotope
-1abeled protein o v ernight. T he
Sephar os e w asthe n w a shed, a nd the bo u nd proteins to
the Sepharo s e w e re eluted in the S D Ssa mple buffer a nd
a n alyz ed by S D S-P A G E. (A)1a n el, G S Ta nd S R F; la n e
2, GS T Tax and SR F;la n e3, G S T Ta x a nd S R F(1-264);
1a n e4, G S T Tax a nd EIA;1a n e5, G S T Ta x a nd G A L V P;
1a n e6, G S T Tax(2-284) a nd S R F;1a n e7. S R F; la n e8,
S R F(ト264); la n e9, EIA; la.n elO, GALV P(B)1a n el,
G S Ta nd EIA;1a n e2, G S Ta nd S R F;.1a n e3, G S Ta nd
G A L V P; 1an e 4, G S T R Ba nd EIA;1an e5, G S T R Ba nd
S R F;1a n e6. GS TRB and G A L V P;1a n e7, EIA;1a n e8,
S R F;1a n e9, GA L V P.
3)Le xSR F(264-50 8)ほ G A LS R F(264-508)と 同様 に Ta xに
よ っ てそ の 活性 が著明に 増強 され た . すなわ ち , Ta x ほ 2 つ の
異 な る配列に 結合す る S R Fの 融合蛋白を介 して 転写 を活性化
す る . こ の 事は Ta x が S R Fの D N A結合活性に 対 して で はな
く転写活性化能 に 作用す る事を さ らに 支 持す る . G A L Ta x 変
異体 の 中で , G A L Ta x(2-353) お よ び G A L Ta x(2-337) の みが
G A L 4結合配列 を介 して 転写を活性化 した が , これ らは い ず
れ も LexS R Fを活性化 した . 一 方で , G A L 4結合配列 に 対する
活性を失 っ たす べ て の 変異体 が Le xS R Fに 対す る活性 を 同 時
に 失 っ た . さ らに , G A L4 結合配列 に 対す る転写活性化能を
失 っ た 変異体 G A L Ta x(2-322)お よび G A L Tax(2-312)に ヘ テ
ロ の 転写活性 化領域 (V P1 6の C 末端領域) を付加す る と
G A L 4結合配列に 対す る活性 の み な らず, S R Fに 対 す る 活性
をも回復 した . こ れ らの 結果 は S RF を介 した 転写活性化 に お
い ても , Ta x の 転写活性化領域が関与 して い る事 を強く示唆す
る . G A L Ta x(2-322), GA L Ta x(2T31 2) 等と ほ 対照的 に ,
G A L Tax(2-285)の 場合に は V P1 6を付加 して も G A L 4に 対す
る作用 の み が回 復 し , S R Fに 対す る作用 は 回復 しな か っ た . こ
の 事 は Tax ア ミ ノ 酸 2番か ら312番 の 内部に 転写活性化領域と
は異 なる S R F活性化に必須 な畿能 が含 まれ て い る事 を示 唆す
る . 次に 用 い た G A L Ta x 変異体に つ い て C ArG bo x に 対する
転写活性化能を検討 した と こ ろ , Le xSRF の 活性化能 と全く 一
致 し て い た , す な わ ち , S R Fに 対 す る Ta x の 作 用 は
C ArG bo x を 介 した 転写活性化を仲介す る現象 で あ る 事が 示 唆
され る .
Ⅳ . 試験管内におけ る Ta x 生白 と S R Fと の結合活性
上述の よ う に Ta x が S R F を介 して 転写を活性化す る事が示
さ れ た . つ ぎ に 試 験管内の 結合実験 を行 い , こ の 活 性化 が
Ta x の S R Fに 対す る直接的作用 なの か あ るい は 間接的作用 な
の か を 検討 した . まず Ta x蛋白と G S T蛋白と の 融合蛋白を作
製 した (G S T Ta x). こ の 融合蛋白 を グル タ チ オ ン を固定化 した
グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス に 結合 させ た . 一 方で , 網状赤血 球
の 抽出液を用 い た 翻訳系に よ っ て , S R F を
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S-メ チ オ ニ ン で標
識 した . 標識 した S R F蛋白と GS T Ta x-セ フ ァ ロ ー ス とを 試験
管内で 結合させ , 130m M の K Clを含む バ ッ フ ァ に て 洗浄後に
も融合蛋白に 結合 して い た標識蛋白を S D S-P A G Eに て分析 し
た (図4), 標識 した S R F蛋白の G S T Ta x-セ フ ァ ロ ー ス に 対す
る結合活性 が観察 され た . S R Fが G S T-セ フ ァ ロ ー ス に は 結合
しな い こ とか ら , こ の 結合活性は Ta x 部分を 認識 し た 結合で
あ ると 考え られ た . さ らに , コ ン ト ロ ー ル と して 用 い た EI A蛋
白 (ア デ ノ ウ イ ル ス の 転 写 国子) お よ び G A L V P蛋白
(G A L 4の D N A結合領域 と V P 16 との 融合蛋白) は G S T Ta-
X-セ フ ァ ロ ー ス に 結 合せ ず. Tax 蛋白の 非特異的結合括性の 可
能性 は否定 さ れ た . 更 に Ta x に よ る 活性化能 を 消失 し た
S R Fの N 末端蛋白(ア ミ ノ 酸1番か ら264番)の 場 合, Ta xに 対
する結合活性を失 っ て い る事 が 明 ら か に な っ た . 以 上 の 事 か
ら, Ta x は S RFの C末端領域を認識 して特異的に結合する と
考え られ る . 次に 特 異的な結合活性 がす で に 報 告 され て い る
R B(網膜芽細胞腫の 原因と され る癌抑制遺伝子産物) と EIAを
用 い て検討 した と こ ろ , 同様 に 特異的結合が観察 さ れ た33) . ま
た , こ の 結合活性 と比較する と Ta xと S R F との 結合活性がか
な り 弱い 事が 明らか に な っ た . Ta x と S RF との 複 合体 ほ
C ArG bo x を用 い た ゲ ル シ フ ト法ある い はそれぞれの 抗体を用
い た免疫沈降法 に よ っ ても検出 され ず, こ の 結果は 矛盾 しな い
Tax に よ る C-fos の 転写活性化機構 の 解析
と考え られ た ･ すなわ ち , Ta x と S R F との 結合活性 は特異的
であるがそ の 結合親和性 は低い と 考え られ る ･
v . T且Ⅹ と S R Fとの 細胞内にお け る複合体形成能
っ ぎに , 細胞内 で 両者が複合体 を形成す るか どう か に つ い
て, 以下の よう な ア ッ セ イ 系に よ り検討 した (図5)･ G A L Ta x
(2-322)は G A L 4結合配列に 対す る転写活性化能 を失 っ て い る
が S RF に 対す る特異性 は保持 して い る ■ LexS R F(266-484)
v pは S R Fの Ta x 結合領域, VP1 6の 転 写活性化領域 及 び
Le x 蛋 白 の 核 移行 シ グ ナ ル を 有 し て い る ･ も し Le xS R F
(264- 84)V P が G A L Ta x(2
-322)と細胞内に お い て 複合体を形
成すれば, V P16 の 転写活性化能 に よ り G A L4結合配列依存性
に 転写が活性化 され る 事が期待 され る ･ G A L Ta x(2
-322) ある
い は Le xS RF(264- 84)V P ほ単独 で は G A L 4結合配列を介し
て転写を活性化 しな か っ た (園6). しか しなが ら , 両者を 同時
に 発現 させ ると G A L4結合配列依存性 に C A T遺伝子 の 発現誘
導が観察 された . S R F部分を含 ま な い Le xV Pの 場合 , 活性化
が観察され な い 事か ら, こ の 活性化 ほ S R F部分に 特異的 な現
象で あ る と 考 え られ た . Le xVP お よ び Le xS R F(266-484)
V P蛋白が核内に お い て発現 して い る事 に つ い て は , Le x結合
配列を介 して 転写を活性化す る事か ら確認 され た ･
一 方で ,
S R F に対す る特異性 を失 っ た G A L Ta x(2-285) の 存在下 で は
Le xS R F(266-484)V P は転写を活性化 しな か っ た ･ 以上 の こ と
か ら Ta x は S R F と細胞内に お い て複合体を形成 して い ると考
え られ る .
Fig.5. Sche m atic i11u stratio n of the e xperim e ntal design .
G A L Ta x (2-353) a ctiv ate s tr a n scription thro ugh G A L4
Site
,
but G A L Ta x(2-322)lo se sthefu nctio n oftran sactiv a-
tio n. Le xS R F(266-484) V P b in ds to G A L Ta x(2-322)in
Viv o a nd r e c o v er sthe fu n ctio n oftra n sa ctiv atio n.
129
考 察
Ta x は こ れ ま で に さ ま ざまな細胞遺伝子 の 発現を誘導す る
事が 示 され て お り , こ れ ら の 発現誘導 を介 して T細胞の 異常増
殖 に 関与す ると考 え られ て きた . しか しなが ら , Ta xが実 際に
どの 遺伝子 に 直接作用 して い るの か , さ らに い か に して遺伝子
発現を誘導す るの か に つ い ては こ れ ま で不 明で あ っ た . 解析を
困難に して い た 問題点 と して は , 複 数 の 遺伝子 に つ い て Ta x
応答性 エ ソ ハ ン サ ー の 解析が精力的に 進め られた に もか か わ ら
ず , これ らの エ ソ ハ ソ サ ー 配列に Tax が 直接結合せず , さ らに
Ta x の 機能を仲介する細胞因子が 同定 され て い な い 事が 挙げ
Reponer G A Lヰ L¢XA
E††e cter 6Ite $1t¢
N D く0.1 く0.1
G A L T8X(2･3 53) N D 75.3 ND
G A u
-
ax(2･3 22) N D 0.1 N D
G A L Ta x(2J 22)+ Le xS R F V P く0.1 20.2 g 5.8
G A L Tax(2-3 2 2)+ Le xV P NP 0.1 9 7.4
G A L Ta x(2･28 5) N D く0.1 N D
G A L Ta x(2-2 85)+Le xS R F V P .N D d .1 ND
Fig .6､ Eviden c ethat Ta xfo r m s a c o mple x
with S R F in
viv o. pBC A T. pGlOB C AT･ pL8 B C A T
w er etr a n sfe cted
int｡ Hela c e11together with effe ctor plas mids 【G A L Ta x
(2-353), G A L Ta x (2-322)･ G A L Ta x (2
-285)･ Le xS R F
(266-4 84) V P, Le xV P]･ T he C A Ta ctivity (per c e nt
c o n v ersio n)ar epre se nted･




Fig. 7. M odel for Ta x tra n s a ctiv atio n of the im r n ediate
e arly ge n e sthr o ugh the C ArG bo x. In n or m al c ells, the
C ArG bo xbinding fa ctorS R Fw a s a ctiv ated by mitoge nic
Slgn al, a nd the nindu c e sthe expre ssio n of the im m ediate
e arly gen e s. In H T L Vpl inie cted c ells, Ta xinter acts with
S R Fa nd activ ate s the tra n s criptio n thro ugh C ArG bo x
Witho ut mitoge nic slgnals.
130
られ る.
本研究で は , Ta.x が細胞性転写田子 S R Fに 直接作用 し (図
7), その 結合配列で ある C ArG bo x を介 して 細胞性初期遺伝
子群 の 発現を誘導する事を示 した . S R Fに つ い て は す で に 増
殖シ グ ナ ル を 介 した 細胞性初期遺伝子群の 発現制御に 関わ っ て
い る 事が示 され て い 為抑 . 従 っ て , S R F が ウイル ス 感染 に 伴 っ
て 増殖シ グ ナ ル と は独立 した 形で活性化 され , T細胞の 異常増
殖が誘発さ れ る可 能性 が示 唆 され る .
Alexa ndre らは c-fos, egr-1, egr-2 遺伝子 の Ta x に よ る発現
誘導が こ れ らの プ ロ モ p タ 一 領域内の C ArG box を介 して い る
事を 示 した14124). こ れ らの C ArG bo x に は複数の 転写因子 が結
合す るが , そ の 中で 三 つ の 遺伝子の C ArG bo xに 共通 して 結合
す る こ とが 知 られ て い る の は S R Fで あ る , そ こ で S R F と
G A L4 の DNA 結合領域と の 融合蛋白を作製 し, Ta xが こ の 融
合蛋白を G A L4結合配列依存性に 活性化する事 を 示 した . こ
の 融合蛋白の G A L 4部分を大腸菌の 転写国子 Le xA の D N A
結合領域と置き換 え る と 同様に Le x結合配列依存性 の Ta x に
よ る活性化が観察 され る事 か ら , Ta x ほ S R F部分 を認識 し
て , S R Fの D N A結合活性 で はなく転写活性化能に働きかけて
い る事が 示 され た . さ らに , Ta x と S R F が試験管内に お い て
直接結合す る こ と , 細胞内に お い て複合体を形成 して い る事が
示 され た . 試験管内に お け る結合親和性 はす で に 報告 され た
R b蛋白と EIA蛋白と の 結合親和性
33}
, SR Fの ホ モ 2量体形成
能(未発表)よ り か な り 弱い 事 が 示 され た . 細 胞 内に お い て
S R F が Ta x に よ っ て 強く活性化 され る事と考えあわ せ ると ,
S R F と Ta x の 結合 を安定化す る第 3の 細胞困子の 存在も しく
は S R Fある い ほ Ta xが細胞内に お い て修飾を受けて い る 可能
性が考えられ る .
Fujiiら お よび Fujis a w aらは Ta xと G A L4 との 融合蛋白を
作製 し, Ta x が 転写 の 活性化領域(転写の 基本装置 に 働きかけ
る領域 , ア ミ ノ 酸 2番か ら337番)を有する こ と , こ の 活性化が
ウ イ ル ス エ ソ ノ ､ ソ サ ー (21塩基対) の 活性化 に 関与す る こ と を
報告 して い る
21)22)
. 本研 究 に お い て , こ の 転写活性化領域 が
S R Fを 介 した転写 の 活性化にも関与 して い る 事が 示 され た .
すな わ ち , G A L 4結合配列に 対する作用を失 っ た GA L Ta x変
異体 はすべ て S R Fに 対す る作用 をも失 っ た . さ らに こ の 活性
は ヘ テ ロ (V P16蛋白)の 転写活性化領域忙 よ っ て置 き換えが 可
能 で あ っ た . こ の 事ほ Ta x が S R F と直接結合す ると共 に , 転
写の 基本装置 に 対 して も働きかけて い る事を 示 唆す る. ア デ ノ
ウイ ル ス の 転写活性化因子 EIA蛋白の 場合 ∴細胞性転写因子
A T F-2(C R E-B P l) に結合す ると 共に 転写の 基本装置を構成す
る細胞因子 T F-ⅠIB お よ び T F-ⅠI D と結合す る事が 示 され て い
る叫卜 朋). Ta xも こ れ ら転写 の 基本因子と結合 し , S R F と基本国
子を繋ぐ架け橋 と して 機能する事が類推 される .
Tax は転写活性化領域 の み な らず S R F(C ArG bo x)に 対す る
特異性を規定する領域 (ア ミ ノ 酸 2番 か ら31 2番) を有 して い
た . さ らに , こ の 領域 ほ Ta x と S R F との 結合領域を含む事 が
示醸 され た ‡S R F に対する特異性を失 っ た Tax(2-285)は細胞
内の 結合実験 では 弱 い S R F結合活性を示 した) . 興味深 い 事
に , こ の S R F に対す る特異性を規定す る領域(ア ミ ノ 酸 2番か
ら312番)は Fujiiらが すで に報告して い る H T L V-Ⅰ ウイ ル ス エ
ソ ハ ソ サ ー (21塩基対) に 対する特異性を規定する領域 と 一 致
し て い た . S R F は2 1塩基対配列に は結合しない 事 か ら , すくな
く とも 2 つ の 可能性が推定 され る . 第 1 の 可 能 性 と して は
粂
S R F を介 して 誘導 され た 転写因子 に よ っ て 二 次的 に ウ イ ル ス
遺伝 子が 誘導す る こ とが 考え られ る . 実際 に , C-fo sが c-ju nと
ヘ テ ロ 結合体を 形成 し , ウイ ル ス エ ソ ハ ン サ ー を 活性化する事
を見い だ して お り , こ の 仮設は ウ イ ル ス エ ソ ハ ン サ ー の Ta x
に よる活性化 を部分的 に説明し得ると考え られ る . 第 2の 可能
性ほ S R Fの Ta x結合領域 と類似値 を有す る転写因 子 に よ っ て
ウイ ル ス エ ソ ハ ン サ ー が活性化 され る こ と で ある . しか しな が
ら, こ れ ま で に 知 られて い る21塩基対結合蛋白の 中に ア ミ ノ 酸
レ ベ ル で S R Fの C 末端領域 と有為な類似性を有す る因子 は見
い だ され な か っ た
37)
.
S R F は M A D S bo x を 有す る 転写因子群 に 属 し て い る .
M A D S box と は M C M-1, Aga m o u s, ARG80. Deficie n c eおよ
び S R Fの 頭文字 であり , 2量体形成及び D N A結合領域を構
成 して い る . そ れ ぞれ の M A D S bo x フ ァ ミ リ ー は 増殖 , 分化
お よび 発生に 関与す る key 因子 と考 え ら れ て い る . 例えば ,
M C M l は酵 母 の 雌堆(α , a 細胞) の 決定 に 関与 し て い る
38)
.
Defic e n c eは 花弁形成に関与する ホ メ オ 遺伝子 であ る
39)
. 本 研
究に お い て , S R Fの C末端領域 に Tax 結合領域 が同定 さ れ
た . M A D S bo x転写因子群 の C 末端領域は フ ァ ミ リ ー 間で 保存
され て お らず , そ れ ぞれ の 固有 な機能 に 関与す る事が推定され
る . 従 っ て , S R Fの C末端領域が S R F固有の 機能 ∴増殖シ グ
ナ ル 伝達に関与す る可 能性が考え られ る . DN A腫瘍 ウ イ ル ス
(ア デ ノ ウイ ル ス) の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ蛋白 EIA の 例を 見
て も, 細胞因子 の ウ イ ル ス 蛋白結合領域は活性制御領域 と して
機能 してお り , 今 後実際 に こ の 領域 が 増殖 シ グ ナ ル を 介 した
S R Fの 活性化 に どの ように 関与 して い る の か , さ ら に こ の 領
域に 結合す る細胞因子 が存在 して い るか に つ い て 検 討 して い き
た い .
結 論
H T L V-I Ta x に よ る細胞性初期遺伝子 c-fosの C ArG bo x を
介 した 転写活性化機構 に つ い て 以下の 結論を得た .
1 . Ta x は G A LS R F(C ArG bo x結合田子 S R F と転写因子
G A L 4の D N A結合領域 と の 融合蛋白)を介 して転写を活性化
した .
2 . S R Fの C末端領域(ア ミ ノ 酸264番 か ら508番)が Ta xに
よ る 活性化 に 関与 し て い た . S R Fの N 末端側 に 同定 され る
D N A結合 , 2量体形成お よ び p62 T C F結合領域 は Ta xに よ る
活性化に 関与 して い な い .
3 . G A L Ta x(G A L 4 D N A結合領域 と Ta x と の 融合蛋白)の
G A L 4結合配列に 対する活性(転写活性化領域, Ta x の ア ミ ノ
酸2番か ら337番に 規定され る)が S R Fの 活性化 に 関与 して お
り, こ の 活性は ヘ テ ロ の 転 写活性化因子(V P 16の 転 写活性化
領域) で置き換え が 可 能で あ っ た .
4 . 転写活性化領域に 加えて , Tax の ア ミ ノ 酸 2番 か ら312
番の 領域が S R F活性化 に 関与 して い た . こ の 領域ほ S R Fに 対
す る特異性 を規定 して い た .
5 . 試験管内に お い て Ta xと S R F が直接結合す る事が示 さ
れ た .
6 . 細胞 内に お い て Ta x と S R F が複合体 を形成 して い る事
が示 された .
以上 の時果か ら Ta x は C ArG bo x 結合田子 S R Fの C末端
領域に直接結合 し , C-fo s遺伝子の 発現 を転写 レ ベ ル で 活性化
して い る と考え られ る .
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Abstr act
Tbe ThxproteinofH um an T-C ellleuke mia viru S type1(H nN -1)hasbeen show nto activ ate v arious c e11ulargeneS the
activ ation of which is thoughtto bein v oIv ed in thele uke m ogen esi by this viru S. Am o ng the T hx-in du cible genes, C-fbs,




I hdoes n otbindto theseCÅrG boxe s,
Whereas vario us ce11ularfactorsin cludingse ru mreSpO nSefactor(SR F)does. Using a chim ericprotein c onsisting ofSR Fand
a D N A bind ingdo main ofa yeast tr anSCripdonfactor G A L4, W e Sho w that恥 x a ctivated a tr an SCriptio n al activityOf SR F
thro ughG A L4 bindngsite･ The C-ter minalportionin aSRF which lacks thedo m ain fbr aC ArG bo xbinding,ho m o-dim er-
ization and the c o mplexfor m ation withp62TCF w as su魚cient foracdvationby 恥 ⅩtO OCC ur. SR Fsynthesized in a retic ulo-
CytelysatebindspeC脆callyto Th pr oduced in bacteria and the binding w as aboli血ed bydle打u ncati皿 Ofthe C-termin al
POrtion ofSRR T be c o mple xfbr m ationin viv o w asfurtherindicated by the 血ding that a m ut ant GA し Tax chim eric
protein,de飴ctiv ein the G AL 4bindingsite,r e C OVered its acti vitybythe coe xpressio n ofa SR F fused wi th the tr an SCriptional
acdv ad孤 do main of W 16･
r
rhkentogeth甲, dleSedataindic ated thatT hxdire ctly interacts wi th SR Fto activ ate, thro ughthe
CArG bo x es, thetran scripdon ofv ariou s celh1 arim m ediate e arly gen esinclpdingc-fos.
